® BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




© Off eitlegungsschrift 
©DE 10032 042 A1 



® Int CI. 7 : 

601 N 27/327 



DEUTSCHES 
PATENT- UNO 
MARKENAMT 



(zj) Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



100 32 042.2 
5. 7.2000 
24. 1.2002 



CM 
*t 
O 

CM 
CO 

O 
O 

LU 

o 



@ Anmelden 

Inventus BioTec Gesellschaft fur innovative 
Bioanalytik, Biosehsoren und Diagnostika mbH & 
Co. KG/ 48161 Munster, DE 

® Vertreter: 

Patentanwalte Leifert & Steffan, 40213 Dusseldorf 

® Erfinder: 

Bartetzko, Norbert, Dr.-rer>nat, 59071 Hamm, DE; 
Bartetzko, Robert, Dipping., 59067 Ha mm, DE; 
Koch, Jan Hendrik, Dipl.-lng., 48161 Munster, DE; 
Muller, Ulnch, Dr.-rer.-nat., 44287 Dortmund, DE; 
Schmidlin, Yvonne, DipWng., 49082 Osnabruck. 
DE; Specht, Annemarie, Dipl.-lng., 58456 Witten, DE 



Entgegenhaltungen: 



US 


58 76 952 A 


us 


5609749A 


us 


53 12 590 A 


us 


52 88 636 A 


us 


51 92 415 A 


us 


47 11 245 


EP 


09 09952A2 


EP 


08 94 869 A1 


EP 


08 56 586 A1 


EP 


02 77 038 A2 


WO 


92 07 263 A1 



JP 61043662 A, in: Patent Abstracts of Japan; 
JP 60006751 A, in: Patent Abstracts of Japan; 



CM 
*t 
O 

CM 
CO 

o 
o 



Die folgenden Angaben smd den vom Anmelder eingereichlen Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Elektrochemischer Einwegbiosensor fur die quantitative Bestimmung von Analytkonzentrationen in 
Flussigkeiten 

® Die Erfindung betrifft eincn Einwegbiosensor, umfas- 
send ein Trager materia! (1). auf dem elektrische Leiter- 
bahnen (2) sowie ein Elektrodensystem, umfassend eine 
Gegenelektrode (6) und eine aus einer Reaktionsschicht 
gebildete Arbeitselektrode (5) aufgebracht sind, eine di- 
elektrische Isolatorschicht (3), welche das Tragermaterial 
0) sowie die elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und 
Aussparungen fur die Koniakticrung 14) einer Potentio- 
stateinheit und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie. 
eine anaiyterkennnde Biokomponente. Die Reaktions- 
schicht des erfindungsgemaBen Einwegbiosensors ent- 
halt neben einem elektronenleitenden Material einen 
leicht sublimierenden Elektronentransfermediator. Das 
Elektrodensystem des erfindungsgema&en Biosensors ist 
von einer polymeren Schutzschicht 18) bedeckt. Die Erfin- 
, dung betrifft aufJerdem Vcrfahren zur Bestimmung von 
• Analyten in einer flussigen Probe unter Verwendung der 
erfindungsgcmaBen Bioscnsoren, die Verwendung leicht 
sublimtcrender Verbindungen als Elektronentransferme- 
diatoren eines elektronsichen Sensors zur Oberfiibiung 
von Elektronen von einem Enzym zu einem elektronenlei- 
tenden Material, sowie die Verwendung der erfindungs- 
gemafcen Biosensoren zur Bestimmung von Analytkon 
zentrationen in Korper- oder Probenflussigkeiten. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung belrim einen Einweg- 
biosensor umfassend ein Tragermaterial, elektrische Leiter- 
bahnen, ein Elektrodensystem umfassend eine Gegenelek- 
trode und eine aus einer Reaktionsscracht gebildete Arbeits- 
elektrode, eine dielektrische Isolatorschicht, welche das 
Tragermaterial sowie die elektrischen Leiterbabnen bedeckt 
und Aussparungen fur die Kontaktierung einer Potentiosiat- 
einheit und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie eine 
analyterkennende Biokbmponente. Die Erfindung betrififl 
auBerdera Verfahren 2ur Bestimmung von Analyten in einer 
flussigen Probe unter Verwendung der erfindungsgemaBen 
Einwegbiosensoren, die Verwendung leicht sublimierender 
Verbindungen als Elektronentransfermediatoren eines elek- 
trochemischen Sensors zur Uberfuhrung von Elektronen 
von einem Enzym zu einem elektronenleitenden Material, 
sowie die Verwendung der erfindungsgemaBen Einwegbio- 
sensoren zur Bestimmung von Analylkonzentrationen in 
Korper- oder Probenflussigkeiten. 

J0002] Bektrochernische Detektionssysteme auf der Basis 
mediatormodifizierter Biosensoren zur spezifischen quanti- 

. tativen Bestimmung eines Analyten in einer flussigen Probe 
sind in der Literatur und in vielen Palenten bereils ausfuhr- 
lich beschrieben worden (zum Beispiel in der EP 0 552 223, 
US 5,288,636, US 4,71 1,245). Dabei handelt es sich zu- 
meist um Biosensoren fur Analyte, die durch Enzyme der 
Klasse der Oxidoreduktasen spezifisch umgeselzt werden 
konnen (Laktat, Cholesterol, Elhanol, Wasserstoffperoxid, 
Hamsaure usw.). Teilweise sind mediatormodifizierte Bio- 
sensoren bereits als kommerzielle Produkte erhaltlich. Das 
bekannteste Beispiel eines solchen Biosensors ist der Glu- 

. kdsebiosensor, der in der medizinischen Diagnostik von 
Diabetikem genutzt wird, um Glukosekonzenlrationen im 
Vollblut zu bestimmen. Das Detektionsprinzp eines media- 
tormodifizierten Biosensors ist zum Beispiel in der 
EP 0 552 223 fureinen Glukosebiosensor beschrieben. 
[0003] Das m einem Glukosebiosensor verwendete En- 
zym ist die Glukoseoxidase (GOD). Die GOD besitzl eine 
proslhetische Gruppe in Form eines Flavinadenindinukleo- 
tid-Molekiils (FAD) und kalalysiert die Reaktion der Glu- 
kose zu Glukonolakton gemaB Gleichung (1): 

(1) Glukose + GOD-FAD o Glukonolakton 
+ GOD-FADH 2 

[0004] GrundsatzUch ist es nun moglich, in einer weileren 
Redox-Reaktion das reduzierte Enzym (GOD-FADH2) mil 
Sauerstoff (O2) zu GOD-FAD unter Bildung von Wasser- 
stofTpcroxid (H2O2) gemaB Gleichung (Ila) zu oxidiercn 
und anschlieBend durch die Bestimmung der WasserstofT- 
peroxid-Konzentration mitlels einer Platinelekirode die 
Glukosekonzentration in der Probe direkt zu ermitteln. 

(Ua) G0D-FADH 2 + 02 o GOD-FAD + H 2 0 2 

[0005] In den meisten Ausfuhrungen des Glukosebiosen- 
sors wird jedoch ein elektronen ubertragender Mediator ver- 
wendcl, um die GJukoscmenge in der Probe zu quantifizic- 
ren. Dieser Mediator oxidiert in einem zweiten Reaktions- 
schritl das Enzym, so dass dieses fur die Reaktion (I) wicder 
zur Vcrfiigung stent: 

(1Tb) GOD-FADH2 + MED M o GOD- FAD + MED Icd 

1 0006] Die Glukosekonzentration in der Probe laBt sich 
nun beslimmcn, indem man in einer amperomet rise hen 
Mcssung den reduzierien Mediator (MED tctJ ) an der Ar- 
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beilseleklrode des Biosensors wieder oxidiert und den dabei 
flieBenden Strom quantifiziert: 

(III) MED rKl o MED^ + e~ 

5 

[0007J Um diese Reaktion ablaufen zu lassen, benoligt 
man eine Potentiostateinheit, die ein geeignetes MeBpoten- 
tial vorgibt und den flieBenden Strom miBt. Der Strom ist 
dabei proportional zur Konzenlration der Glukose in der 
10 Probe. 

(0008] Das Detektionsprinzip eines mediatormodifizier- 
ten Biosensors hat gegeniiber der direkten Quantifizierung 
des Wasserstoftperoxids an einer Platinelektrode den Vor- 
teil, dass bei einem niedrigen Arbeitspotential (0-350 mV 
15 vs. Ag/AgCl) gearbeitet werden kann. Dies dient der Ver- 
minderung, im Idealfall sogar der Vermeidung von storen- 
den Interferenzen, die durch die Oxidation von Begleitsub- 
stanzen entstehen konnen (Storsubstanzen im Blut sind bei- 
spielsweise Ascorbinsaure, Harnsaure, oder Paracetamol). 
20 [0009] Eine weitere Moglichkeil, modifizierte Biosenso- 
ren zu nutzen, besteht darin, Analyte, die sich spezifisch in 
einem enzymmarkierten Assay einbinden lassen, zu quanti- 
fizieren. Dazu wird der Analyt spezifisch an ein auf der 
Oberflache des Sensors immobilisiertes Fangermolekul 
25 (analyterkennende Biokomponente) gebunden. Air diesen 
Komplex aus Fangermolekul und Analyt wird wiederum ein 
mit einem Enzym gelabeltes Molekiil gekoppelt. Die Kon- 
zentration des eingebundenen Analyten laBt sich bestim- 
men, indem man die Enzymmenge, die uber den Assay an 
30 der Oberflache des Biosensors immobilisiert ist, quantifi- 
zierL Dies erfolgt durch Zugabe einer definierten Konzen- 
tralion eines Substrates, welches durch das Enzym umge- 
selzt wird. Der Mediator des Biosensors regeneriert das an 
den Assay gebundene Enzym entsprechend Gleichung (lib). 
35 Die Detektionsreaktion ist wiederum die Oxidation bzw. Re- 
duktion des Mediators an der Biosensoroberflache (siehe 
Gleichung ID). Der dabei zu messende Strom ist proportio- 
nal zur gelabelten Enzymmenge und damit auch proportio- 
nal zur im Assay gebundenen Anal ytmenge. Dieses Sensor- 
40 prinzip wird beispiclsweise in der Immunosensorik oder der 
DNA^Analytik angewendet. 

[0010] Verbindungen, die als Mediatoren iD den Biosenso- 
ren eingeselzt werden, solllen sich dadurch auszeichnen, 
dass sie ein niedriges Redoxpotential aufweisen, dass sie 
45 hohe Umsetzungsraten mit dem Enzym erreichen, dass sie 
im reduzierten Zustand nicht leicht loslich sind und dass sie 
slabil und inert gegeniiber anderen Begleitsubstanzen sind. 
In der Uleratur und in zahlreichen Patenlen sind viele Ver- 
bindungen publiziert, die sich als Mediatoren in Biosenso- 
50 ren einsetzen lassen. Eine groBe Gruppe von Mediatoren 
stellen metallorganische Verbindungen dar. Beispiele dafur 
sind Fcrrocen-Derivate (Brilisches Patent 8132034, 
US 4,71U45), Obergangsmetallkomplexe (US 5,710,011), 
z B. Kaliumbexacyanoferrat (US 5,645,709), Nickel- oder 
55 Kobaltbipyridyl sowie Osmium enthaltende organische Ver- 
bindungen (US 5,846,702). Diese metallorganischen Me- 
diatoren weisen jedoch den Nachleil auf, dass sie eine ver- 
gleichsweise geringe Umsetzungsrate aufweisen und dem-. 
entsprechend in hohen Konzentralionen eingeselzt werden 
60 miissen. Dies ist ungiinstig vor allem fur die Verwendung 
dieser Mediatoren in Eimvegbioscnsoren in Fonn von Test- 
slreifen. Ein weilercrNachteii der metallorganischen Me- 
diatoren ist ihre gute ljoslichkeit in Wasser. Diese hat zur 
Folge, dass die Mediatoren bei einem Konlakl mil der Pro- 
65 beflussigkeil relativ leicht ans dem Elcktrodenjamn heraus- 
diJTundiercn konnen, so dass sich zum cinen die S'ensitivital 
des Biosensors aufgnmd einer Ahnahme der Mediatorkon- 
zentralion im Elekucxlenranm verschlcchtert und es zum an- 
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deren durch den Kontakt der Mediatoren mil Begleitsub- spielsweise polymerc Membranen verwendet, um die En- 

stanzen, die vor altera bei der Analyse von Blutproben vor- zyme auf der Sensoroberflache zu imrnobilisieren 

handen sind^ zu storenden Nebenreaktionen kommen kann. (EP 0 851 244, EP 0 894 869, EPO 856 586, 

Vorteilhafter sind daher Verbindungen, die eine geringere EPO 909 952). In anderen Anwendungen wird mit Hilfe ei- 

Loslichkeit aufweisen und audi in gcringerem Umfang mil 5 nes Polymers eine sogenannte Reaktionsschicht iiber der 

Begleitsubstanzen wechselwirken. Arbeiiseleklrode auf gebaut, die sowoh! den Mediator a] s 

10011] Diese gewiinscbten, vorteilhaften Eigenschaften aucb das Enzym enthalt (Patente der Matsushita Electric 

werden in der Regel yon MolekDlen eifuUt, die chinoide Ind. Co. LTD, JP, Z.B.: US 5,192,415, EPO 901 018, 

Slrukturen ausbilden (Hydrochinon/Benzocbinon, p-Ami- . WQ 9835225). Polymere Schichten konnen daruber hinaus 
nophenol/p-Iminochinon) und die daher ebenfalls als Me- 10 dazu dienen, Interferenzen durch Storsubstanzen zu vermei- 

diatoren in Biosensoren eingesetzt werden. Haufig verwen- den oder die Sensoroberflache vor Kontaminationen zu 

dete. Verbindungen sind auch das Tetrathiafulvalen (TTF), scbiitzen (letzteres ist besonders bei Mehrwegbiosensoren 

Tetracyanoquinodimethan (TCNQ) oder N-Methyl-Phena- und der Entwicklung von in vivo Sensoren von groBer Be- 

zinium (NMP) (US 5,876,952). Viele dieser Verbindungen deutung). Nafionscbichten werden haufig verwendet, um In- 
zeichnen sich vor allem aufgrund ihrer photosensorischen 15 terferenzen durch anionische Storsubstanzen (z. B. Ascor- 

Eigenschaften als gute Elektronendonatoren bzw. -akzepto- ' bat) zu verringern (US 5,312,590). Eine Schicht aus Poly- 

ren aus und werden daher haufig als Mediatoren in Biosen- acryiamid kann dazu dienen, den EihfiuB des Hamatocrit ei- 

sorenemgesetzt.ZunennensindindiesemZusammenhang ner Blutprobe auf das Sensorsignal zu reduzieren 

beispielsweise N^^tetrakis^(2Tiydroxyethyl>r>phe- (EPO 769 558). Letztendiich lassen sich polymere Schich- 
nylendiamin (THEPD) und N^^T^tetrakiscarboxyme- 20 ten auch dazu nutzen, eine Passivierungsschicht zu erzeu- 

thyl-pphenylendiamin (TCPD) (US 5,609,749) sowie 1,4- . gen, die unspezifische Bindungen an der Sensorelektrode 

Diamino-2,3^,6-tetramethylbenzen,2>Diethyl-l,4-bis(d^ verhindert (DE 19806 642). Die Verwenduhg einer poly- 

methylaminobenzen), N-(4-MorpholinophenyIhexahydroa- meren Schutzschicht zur Verhinderung des Verdampfens ei- 

zepin), Meldolablau u. a. (WO 9207263). Diese Molekule nes leichl subhmierenden Mediators und somit auch zur 
sind im wesenthchen Derivate des Phenylendiamins (PPD), 25 Verbesserung der Langzeitstabilitat von Biosensoren ist hin- 

das, wie auch das N^X^'-Tetrapbenylendiamin (TMPD), gegen bisher in der Literatur noch nicht beschrieben wor- 

ebenfalls gute Donator/Akzeploreigenschaften aufweist (J. den. 

Anal. Chem.USSR45 (1990)). Im Vergleich zu den metall- . [0015] Die Gegenstand der vorUegenden Erfindung be- 

organischen Mediatoren zeichnen sich die Derivate des trifft einen Einwegbiosensor umfassend ein Tragermateriai, 
PPDs zwar durch eine erbohte Umsetzungsrate sowie eine 30 elektrische Leherbahnen, ein Elektrodensystern umfassend 

geringere Loslichkcit aus, der Nachteil dieser I eicht subli- eine Gegenelektrode und eine aus einer Reaktionsscbichl 

mierenden Verbindungen besteht jedoch darin, dass sie ei- gebildete Arbeitselektrode, eine dielektriscbe Isolator- 

nen verhaltnismaBig hohen Dampfdruck besitzen. Dies fuhrt schicht, welche das Tragermaterial sowie die elektrischen 

dazu, dass der Mediator, nachdem er auf das Substrat des leiterbahnen bedeckt und Ausspamngen fur die Kontaktie- 
Biosensors aufgetragen wurde, sich im Laufe der Zeil yer- 35 rung einer Potentjostateinheit und fur das Elektrodensystern 

fluchtigt und so die Sensitivitat des Biosensors bei einer lan- aufweist, sowie eine analy terkennende Biokomponente. Der 

geren Lagerung abnimmt. Problcmatisch ist des Weileren erfindungsgemaB Einwegbiosensor ist dadurch gekenn- 

die Tatsache, dass die Derivate des PPDs aufgrund einer zeichnet, dass die Reaktionschicht einen leicht sublimieren- 

wenn auch im Vergleich zu den melallorganischen Mediate*- den Mediator enthalt und dass das Elektrodensystern von ei- 
ren geringen loslichkeit in Wasser bei einem Kontakt mil 40 ner polymeren Schulzschicht bedeckt ist. Der erfindungsge- 

der wassrigen Probenflussigkeit aus dem Elektrodenraum maBe Einwegbiosensor wird in der Form eines Chips herge- 

herausdiffundieren und folglich durch die Abnahme der Me- stellt und in Kombination mit einer Potentiostateinheil.ange- 

diatorkonzentration cine geringere Sensitivitat des Biosen- wendeL Er dient zur schnellen Vor-Ort-Quantifizierung von 

sors beobachtel wird. Analytkonzentralionen in Flussigkeilen. Die nachweisbaren 
{0012J Die der vorliegenden Anmeldung zugrunde lie- 45 Analyte sind Substanzen, die sich spezifisch durch Oxidore- 

gende Aufgabe bestand demnach in der Entwicklung eines duktasen umsetzen oder sich in einem enzymmarkierten 1m- 

mediatormodinzicrten Biosensors, der trotz der Verwen- muno- oder Rezeptorassay einbinden lassen. Die Quanufi- 

dung leicht sublimierender Verbindungen als Mediatoren zierung erfolgt amperometrisch oder zyklovollametrisch. 

die oben genannten Nachteile eines Sensitivilatsverlustes (0016] Der Aufbau einer der bevorzugten Ausfiihrungs- 
aufgrund einer langeren Lagerung oder als Folge des Kon- 50 formen des erfindungsgemaBen Biosensors ist als Beispiel 

taktes mit der Probenflussigkeit nicht aufweist. in der Abb. 1 dargestellL Der Biosensor urnfaBt ein Trager- 

(0013) Die Aufgabe wurde erfindungsgemaB dadurch ge- material (1), auf dem nacheinander elektrische Leiterbahnen 

lost, dass in einem Biosensor der eingangs genannten Art (2), eine Isolatorschicbt (3), ein Elektrodensystern umfas- 

das Elektrodensystern mit einer polymeren Schulzschicht send eine Gegenelektrode (6) und eine Arbeitselektrode (5), 

versehen wurde. Durch diese Schulzschicht lafit sich nicht 55 sowie eine das Elektrodensystern bedeckende polymere 

nur die Sensitivital des Biosensors steigern, indem die Schutzschicht (8) vorzugsweise durch Masken- oder Sieb- 

Schutzschicbt den Mediator, der sich aus der Elektrode lost, druck aufgebracht worden sind, sowie eine analyterken- 

in Elektrodennahe halt, sondem vor allem auch eine deulli- nendc Biokomponenle. Die Arbeitselektrode (5) wird aus 

che Verbesserung der Langzeitsiabilitiit des Biosensors trolz einer einen leicht sublimierenden Mediator sowie ein elek- 

der Verwendung leichl sublimierender Mediaioren erzielen. 60 tronenleitendes Material enthaltenden Reaktionsscbichl ge- 

Dies ist vor allem darauf zuruckzufiihren, dass die polymere bildet. Die Leiterbahnen dienen dazu, die jeweiligen Eiek- 

Schuizschicht der Verdampfung des Mediators entgegen- iroden mit den A rischluBpunk ten (4), Uber die der Biosensor 

wukl. Aueh laBl sich durch die Wirkung dieser polymeren mil der Potentioslnleinheit kontaktiert wird, zu verbinden. 

Schulzschicht als DtHusionsbarriere tier lineare MeBbereich Die Isolatorschichl (3) bedeck l die l^ilerbahnen und weisl 

des Biosensors verlangern. 65 Aussparungen liir die AnschluBpunkle (4) und sowie fiir das 

I0014J Vjcle in I^blikanonen und Patenlen vorgeslellle Eleklrodensystem auf und dient der Verhinderung von para- 

Biosensoren sind aus den untcrschiedlichsien Griindcn mil silaren Slromen. In der in dieser Abb. 1 dargeslelhen bevor- 

polymeren Schichien versehen worden. So werden bei- zuglen /Nusfuhrungsforin des erfindungsgemaBen Eimvcg- 
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biosensors umfaBl das Elekirodensystem neben der Gegen- 
elektrode (6) und der Arbeitselektrode (5) noch eine Refe- 
renzelektrode (7). Durch die Verwendung dieser Referenze- 
lektrode kann eine deuiliche Verbesserung der MeBgenauig- 
keil erzielt werden. 

10017] Die Leiterbahnen (2) bestehen aus einer als we- 
sentliche Bestandteile Kohlenstoff-, Silber-, Platin- oder 
Goldpartikel cnthallenden Polymerpaste. Die Leiterbahnen 
(2) werden vorzugsweise durch Sieb- oder Maskendruck auf 



einer MeBspannung versorgt werden, konlaktiert. Dieses 
Gewebe dient jedoch nicht nur der schnellen uhd gleichma- 
Bigen Verteilung der Probe uber den Elektroden, sondem 
auch zum dem Scbutz der Biosensoroberflache vor Zerstd- 
rung oder Kontami nation, die beispielsweise auftreten kon- 
nen, wenri als Probe Kapillarblut mit dem Finger aufgetra- 
gen wird. Das Kunstsioffgewebe (9) besteht bevorzugt aus 
einem Pblyetbylen-, Potypropylen- oder Polyamidnetz, 
wahrend das Tape (10) aiis einer einseitig klebenden Poly- 



das Tragermaterial (1) aufgebracht und anschlieBend ausge- 10 ester-, PVC- oder Papierklebefojie besteht. 



harteL 

10018] Das zur Herstellung der Einwegbiosensoren ver- 
wendete Tragermaterial (1) besteht bevorzugt aus Polycar- 
bonat, Polyvinylchlorid (PVQ, Polyethylenterephtalat 
(PET), Polypropylen, Polyester oder Pofystyrol. 15 
10019] Zur Herstellung der Gegenelektrode (6) und der 
Referenzelektrode (7) wird bevorzugt eine Silberpartikel- 
und Silberchlorid-haltige Leitpaste, der ein leicht losliches 
Chloridsalz (z. B. Natriumchlorid oder Kab'umchlorid) zu- 
gesetzl worden ist, verwendet. Die Gegenelektrode (6) und 20 
die Referenzelektrode (7) werden vorzugsweise durch Sieb- 
oder Maskendruck auf das Tragermaterial (1) aufgebracht 
und anschlieBend ausgehartet. 

10020] Die Reaktionschicht, aus der die Arbeitselektrode 
(5) gebildet worden ist, enlhiilt neben dem leicht sublimie- 
renden Elektronentransfermediator ein elektronenleitendes 
Material, welches aus einer als wesentliche Bestandteile 
Kohlenstoff-, Platin-, Palladium-, Rhodium- oder Goldparti- 
kel enthallenden, aushartbaren Polymerpaste besteht. Die 
Reaktionsschicht wird vorzugsweise durch Sieb- oder Mas- 
kendruck auf das Tragermaterial (1) aufgebracht und an- 
schlieBend ausgehartet. 

[0021] Bei den in der vorliegenden Erfindung verwende- 
ten leicht sublimierenden Mediatoren handelt es sich um 
Verbindungen, die einen Dampfdruck von mindestens 1 • 
10~ 5 mmHg bei 25°C aufweisen. Die Mediatoren besitzcn 
vorzugsweise die in der Abb. 2 dargestellte Struktur, in der 
die Reste R 1 , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschieden sein 
konnen und ein WasserstofTatom, einen d-Cio-Alkylrest, 
bevorzugt einen C)-C 5 -Alkylrest, oder einen Arylrest dar- 40 
siellen. Bevorzugte Mediaioren sind p- Aminodiphenylamin, 
p-Phenylendiarnin oder N^^^N-Tetramethyl-p-phenylen- 
diamin. 

[0022] Eine den Mediator stabilisierende hydrophile 
Schutzschicht (8) in Form eines polymcren Hydrogels, die 45 
der Verdampfung des Elektjonentransfermediators entge- 
genwirkl und gleichzeitig die Sensiti vital des Biosensors cr- 
hoht und als Diffusionsbarriere fungierl, bedeckt das voll- 
standige Elekirodensystem. Die vorzugsweise sieb- oder 
maskengedruckte polymere Schutzschicht (8) besteht irn 50 
wesentlichen aus einem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon 
(PVP), Polyethylenoxid (PEO), Starke oder Gelatine. 
[0023] Als analyterkennende Biokomponente kann ein 
Enzym, ein DNA-Molekul, ein Fanger-Antikorper oder ein 
Rezcptor-Molekul fungiercn. Als Enzym wird bevorzugt 55 



25 



30 



35 



eine Oxidorcduklase, eine Dehydrogenase, eine p-Galaklo- 
sidase oder eine alkalische Phosphatase verwendet. Beson- 
ders bevorzugte Enzyme sind GJukoseoxidasc (GOD), Lak- 
latoxidase (LOD), Unease, Ascorba (oxidase, Bhanoloxi- 
dase, Cholesteroloxidase oder Peroxidase (POD). 
10024] In der in der Abb. 1 dargestcllten bevorzugtcn 
Ausfuhrungsform des erfindungsgcmaBcn Biosensors ist 
des Weiteren uber dem Elcklrodensyslem des Biosensors 
ein Kunsistoffgewehe (9) mil einem einseitig klebenden 
Tape (JO) befesligt. Das einseitig klebende Tape (10) weist 
cine Ausspanmg auf, in wclche die fliissige Probe gcbrachl 
werden kann, so dass die Probe iibcr das Kunstsioffgewebe 
(9) die Elektroden, welche durch die Polcnlioslaleinheil mil 



[0025] Je nach Lokalisation der analyterkennenden Bio- 
komponente und nach Struktur der Reaktionschicht konnen 
grundsatzlich fiinf verschiedene Ausfuhrungsformen des er- 
findungsgemaBen Biosensors unterschieden werden. 

1. In einer ersten ; Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus ei- 
ner einzigen Schicht enthaltend die elektrbnenleitende 
Polymerpaste, den leicht sublimierenden Mediator so- 
wiedfie analyterkennende Biokomponente. 

2. In einer zweiten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus 
einer einzigen Schicht enthaltend die. elektronenlei- 
tende Polymerpaste und den leicht sublimierenden Me- 
diator. In dieser Ausfuhrungsform ist die analyterken- 
nende Biokomponente jedoch in der polymeren 
Schutzschicht (8) lokalisiert. 

3. In einer dritten Ausruhrongsfdrm des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten, wobei die erste Schicht aus der elek- 
tronenleitenden Polymerpaste sowie dem leicht subli- 
mierenden Mediator gebildet wird und von einer zwei- 
ten, hydrophilen rx>lymeren Deckschicht bedeckt ist, 
die als Trager der analyterkennenden Biokomponente 
fungiert. 

4. In einer vierten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
ma'Ben Biosensors besteht die Reaktionsschicht eben- 
falls aus zwei Schichten, wobei in diesem Fall die erste 
Schicht aus der elektronenleiteiiden Polymerpaste ge- 
bildet wird und von einer zweiten, hydrophilen poly- 
meren Deckschicht bedeckt ist, die als Trager der ana- 
lyterkennenden Biokomponente und des leicht subli- 
mierenden Mediators fungiert. 

5. In einer funften Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht ebenr 
falls aus zwei Schichten, wobei die erste Schicht aus 
der elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird 
und von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deck- 
schicht bedeckt ist, die als Trager des leicht sublimie- 
renden Mediators fungiert Die analyterkennende Bio- 
komponente ist in dieser Ausfuhrungsform in der poly- 
meren Schutzschicht (8) lokalisiert. 

10026] Die analyterkennende Biokomponente kann so- 
woh! direkt oder aber uber eine Avidin/Biolin-Wechselwir- 
kung (siehe Abb. 18 und 20) in der Reaktionschicht oder 
aber in der polymeren Schutzschicht (8) immobilisiert sein. 
(0027] Die gegebenen falls in der Reaktionschicht enthal- 
tende polymere Deckschichl besteht im wesentlichen aus ei- 
60 nem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylen- 
oxid (PEO), Starke oder Gelatine, welches bevorzugt durch 
Sieb- oder Maskendruck aufgcdruckt worden ist. 
1 0028] Die vorliegende Erfindung belrifTt auch ein Verfah- 
rcn zur Beslimmung von Analytkonzcnlrationen in wassri- 
65 gen Losungen nnier Vervvendung der erfindungsgcmaBen 
Einwegbiosensoren. 

1 0029] Bei der Verwendung derjenigen Ausfuhrungsform 
des Biosensors, bei der die analyterkennende Biokompo- 
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nente ein Enzym, z. B. Glukoseoxidase, Laktatoxidase, Al- einem Enzym zu einem eleklronenleitenden Material ver- 
koholoxidase, Peroxidase oder Unease ist, wird eine flus- wendete Mediatoren siod p-Aminodiphenylamin, p-Pheny- 
sige Probe zunachst auf das Elektrodensystem des Biosen- lendiamin oder N^^^-Tetrarnethyl-p-phenyieridiamin. 
sors gebracbL Der zu bestimmende Analyt, z. B. Giukose, (0032J Die vorliegende Erfindung betrifft des weitereii die 
wird dann durch das jeweilige Enzym, wie dies for den Fall 5 Verwendung des erfindungsgemaBen Einwegbiosensors zur 
des Glukose-Nachweises in Gleichung (I) beschrieben ist, Bestimrmmg von Analytkonzentrationen in Korper- oder 
reduziert. Das reduzierte Enzym reduziert dann in einem Probenflussigkeiten. Bei den mit dem erflndungsgema0en 
weiteren Reaktionsschritl ehtsprechend der Gleichung (lib) Biosensor nachweisbaren Analyten bandelt es sich bevor- 
den Mediator. Uber eine Potentiostateinbeit, die ein geeig- zugt urn Glukose, Laklat, Hamsaure, Ascorbat, Ethanol 
netes MeBpotential vorgibt, wird dann der Mediator oxidiert to Cholesterol oder Wasserstoffperoxid. Auch sequenzspezifi- 
und der dabei flieBende Strom, der proportional zur Analyt- sche DNA-Fragmente, spezifiscbe Antigene oder auch Li- 
konzentrauon ist, bestirnmL garj den konnen mit besonderen Ausfuhrungsformen des er- 
10030) Wenn der erfindungsgemaBe Biosensor als enzym- findungsgemaBen Biosensors nachgewiesen werden Bei 
markierter Immunoassay, als DNA- Assay oder als Ligand- den Flussigkeiten, die mit dem vorliegenden Biosensor ana- 
Assay emgeselzt wird, so wird auch in diesem Fall zunachst 15 lysiert werden konnen, handelt es sich um waBrige syntheti- 
eme flussige Probe auf das Elektrodensystem des Biosen- sche Losungen, Nahrlosungen, oder aber auch um Blut, 
sors gebrachl. Das in der Probenflussigkeil enthaltende Ah- Blutserum, Blutplasma oder um Urin. 
tigen, das sequenzspezifische DNA-Molekul oder der Li- 
gand binden dann an die in der Reaktionschicht oder der po- BEISPIELE 
lymeren Schutzschicht (8) immobilisierle analyterkennende 20 

Biokomponente (Antikorper, DNA-Sonde oder Rezeptor), . ADgemeine Hinweise zur Qiarakterisierung der Sensoren 
AnschheBend wird die Sensoroberflache gewaschen und da- 

nach rnit einer Losung bedeckt, die ein analytspezifisches [0033] Das Redox-Verhalten des im Einwegbiosensor ein- 

Enzym-Konjugat enthalt, welches die sequenzspezifische gesetzten Mediators laBt sich anhand von zyklischen Vbl- 

DNA, das Antigen oder den Ligandcn erkennt. Dieses En- 25 tammogrammen in einer gepufTertcn Losung (PBS pH 7 4 

zym-Konjugat bindet an den Analyten (Antikorper, DNA- 154 mM CT) darstellen. Darin auftrelende Peaks verdeutli- 

Sonde oder Rezeptor) und die Menge des in der Reaktion- chen die elektrochemische Gxidierbarkeit bzw. Reduzier- 

schicht oder. der polymeren Schutzschicht (8) gebundenem barkeit des Mediators. Die Peakpotentiale bestimmen das 

Enzym-Konjugales ist proportional zur Analytmenge in der Arbeitspotential des Biosensors. Die Peakstrome sind ein 

2uBeginnaufgetragenenProbenflussigkeit.Nacherneutem 30 MaB ftif die oxidierte bzw. reduzierte Stoffmenge Sinkende 

gnindlichen Waschen der Oberflache der Arbeitselektrode Peakstrome nach langeren Lagerzeiten der Biosensoren deu- 

wird diese nut einer weiteren Losung enthaltend ein Sub- ten demnach auf den Verlust oder den Zerfall des Mediators 

slrat des Enzyrn-Konjugates beschichtet. Das Substrat wird hin. 

vom Enzym umgesetzt und das reduzierte oder oxidierte En- [0034] Zur Uberpriifung der Stabilitat eines Mediators 

zym reagjert dann entsprechend Gleichung lib) mit dem 35 werden zyklische Vol tarn mogramme in gepufferten wassri- 

Mediator. Uber erne Potentiostateinbeit, die ein geeignetes gen Losungen in regelmaBigen Zeitabstanden rnit Jewells 

MeBpotential vorgibl, wird dann der dabei flieBende Strom unbenutztcn Biosensoren durchgefuhrt und die erhaltenen 

bestjnimL Peakstrome verglichen. 

{0031) Die vortiegende Erfindung betrifft auch die Ver- [0035) Sowohl zyklische Voitammogramme als auch am- 
wendung leicht sublirmerender Verbindungen mit einem 40 perometrische Mess ungen in an alythaltigem Puffer zei gen 

Dampfdruck von mindestens I • 10 mmHg bei 25°C als die Fahigkeit des jeweibgen Mediators, das Enzym zu rege- 

fclektronentransfermedialoren zur Uberfuhrung von EIek- nerieren und die Elektronen auf die Elektrode zu ubertragen 

tronen von einem Enzym zu einem eleklronenleitenden Ma- Dies auBert sich in beiden Experimentformen in einer Erhd- - 

tenal, wobei sich diese Mediatoren in einer Reaktions- hung der Strome gegeniiber Messungen, die in analytfreiem 
schichtbefinden,welche durch eine polymere Schutzschicht 45 Puffer durchgefuhrt werden. Mit Hilfe amperometrischer 

(8) bedeckt ist. Die polymere Schutzschicht (8) wirkt der Messungen bei verschiedenen AnalylkonzenUationen laBt 

Sublimation des Mediators cntgegen, so dass sich die Lang- sich die Sensitivitat der Biosensoren enniltebi Diese ist de- 

zeitstabilital des Sensors erheblich verlangem laBt. Bei den finiert als der Anstieg des Slromes mit groBer werdender 

zur Uberfuhrung von Elektronen von einem Enzym zu ei- Konzentration. Sowohl die mit zunehmendem Sensoralter 
nem elektronenleitenden Material bevorzugt verwendeten 50 auf tretende A nderung der Sensitivitat als auch die Anderung 

Mediatoren handelt es sich um leicht sublimierende Verbin- der Peakstrome im zyklischen Voltammogramm dienen der 

dungen mil der Slruktur (I), Charakterisierung der Langzeitstabililat. 

A) Biosensoren zur Bestimmung von 
55 Glukosekonzenlralionen in Probenfliissigkeiten 

(0036) Mit dem zuvor beschriebenen Scnsoraufbau lassen 
s » ch unterschiedlich gcstallete Glukosebiosensoren herstel- 
m ( ) Ie "' Die verschiedenen Modifikationcn dieser Glukosebio- 

" ' 1 60 sensoren untcrschciden sich dabei untcr anderem in der 

Wahl der Verbindnng, die als Mediator eingesetzt wird, oder 
abcr im Material der polymeren Schutzschicht. Als Enzym 
w »d in den aufgefuhrlen Beispielen 1-3 Glukoseoxidase 

i r T) i 1 >2n3 K (von Aspergillus nigcr) venvendet. Die schiitzende und sen- 

m der die Keste K , R , R und R gleich oder verschieden 65 sitivilatssreigcrnde Wirkung der polymeren Schulxschichl 

se.n konnen und em WasserslolTatom. eincn C r C 10 -AlkyI- wird vcrdendicht, indent MeBe/gtbnisse von Biosensoren 

rest, bevorzugt einen C r C 5 -Alkylresi. oder einen Arytresl mit und ohne Schmzschichl cinander gegeniiber ecsteUt 

darstellen. Bevorzugle zur Uberfuhnmg von Elekironen von werden. 
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Beispiel 1 in gepufferter Glukoselosung (cgi^^ = 15 mM) die Ver- 

wendbarkeit als Mediator. Der Strom im Potenlialbereich 
Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste der Oxidation von TMPD liegt anfanglich hei Biosensoren . 
Mediator p-Aminodiphenylamin (ADPA) ohne Schutzschicht bei 450 nA (Abb. 11), bei Biosensoren 
Enzym: Glukoseoxjdase (Aspergillus niger) 5 mit Schutzschicht bei 3500 nA (Abb. 12). Dieser Wert kann 
Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) auch nur bei Biosensoren mit PVP-Schutzschicht nahezu 
Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer konstant gehalten werden; Ohne Schutzschicht sinkt der 
einzelnen Schicht enthallend ejn elektronenleitendcs Mate- Oxidationsstrom inherhalb von 46 Tagen bis auf 1 60 nA abi 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- Die stabilisierende und signalerhohende Wirkung der PVP- 
nente (Glukoseoxidase) 10 Schutzschicht wird auch bei derBetrachtung der Sensitive tat 
[0037] Der Peakstrom (Oxidationsstrom) eines ADPA- deuUich. Diese steigt durch die PVP-Schutzschicht von 
modifizierten Biosensors ohne Schutzschicht betragt bei 60nA/mM (Abb. 13) auf 341 nA/mM (Abb. 14) an und 
200 mV (vs. Ag/AgQ) zu Beginn der MeBreihe 216 nA kann iiber 46 Tage auf. diesem Niveau konstant gehalten 
(Abb. 3). Durch die signalerhohende Wirkung einer PVP- werden. Wie bereits beim ADPA-Biosensor zu beobachten 
Schutzschicht laBt sich der Peakstrom auf 2000 nA verstar- 15 ist, verlangert die PVP-Schutzschicht auch beim TMPD- 
ken (Abb. 4). Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne Biosensor den linearen MeBbereich, so dass eine Glukose- 
Schutzschicht innerhalb von 54 Tagen 55% ihrer oxidierba- konzentration von 4 mM noch erfafit werden kann. 
ren ADPA-Menge verb'eren, bleibt diese Merige bei Biosen- 
soren mit PVP-Schutzschicht in diesem Zeitraum konstant. Beispiel 3 
[0038] Die zykliscbe Vollammogramme in gepufferter 20 

Glukoselosung (c G hAose .= 15 mM) zeigen, dass AJDPA als Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste . 

Mediator geeignet ist. Der Strom im Potentialbereich der Mediator N^^V^-Tetramemyl-Plienylendiamin (TMPD) 

Oxidation von. ADPA steigt durch die Anwesenheit von Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 

Glukose bei Biosensoren ohne Schutzschicht auf 550 nA, Schutzschicht: Starke 

bei Biosensoren mit Schutzschicht auf annahemd 6000 nA. 25 Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 

Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne Schutzschicht inner- einzelnen Schicht enthaltend ein elektronenleitendes Mate- 

halb von 54 Tagen deulliche Signal verluste aufwei sen (Abb. rial^ den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 

5), blcibt der Signalwert der PVP-bedeckten Biosensoren in nente (Glukoseoxidase) 

diesem Zeitraum konstant (Abb. 6). Eine deutliche Verbes- [0041] Eih TMPD-Biosensor laBt sich auch durch eine 
serung bewirkt die Verweridung der PVP- Schutzschicht in 30 Schutzschicht aus Starke stabilisieren. Die Signalinlensitat 
den ADPA-Biosensoren auch binsichtlich der Sensili vital im zyklischen Voltammogramm in gepufferter Glukoselo- 
der Sensoren. Anfanglich betragt die Sensiti vital der unge- sung steigt durch diese Schicht auf 175 nA (Abb. 15) an (im 
schiitzten ADPA-Biosensoren 204 nA/mM (Abb. 7). Bei Vergleich zu 90 nA ohne Schutzschicht, Abb. 9) und bleibt 
geschiitzten Biosensoren liegt die Sensitivitat anfanglich bei iiber einen Zeitraum von 46 Tagen nahezu konstant. In einer 
325 nA/mM (Abb. 8). Wahrend die PVP-Schutzschicht da- 35 gepuffcrten Glukoselosung (cpiukose =15 mM) erhalt man 
fur sorgl, dass diese Sensiti vitiit von 325 nA/mM auch nach im Zeitraum von 46 Tagen Oxidationstrome zwischen 470 
54 Tagen erbalten bleibt, sinkt sie bei den ungeschiitzten und 520 nA (Abb. 16) im Vergleich zu 450 nA ohne Schutz- 
Bioscnsoren innerhalb von 54 Tagen bereits auf 136 nA/mM schicht (Abb. 11). Die signalerhohende Wirkung der Starke 
ab. Auffallig ist weiterhin die Verlangerung des linearen ist somil nicht so intensiv wie bei PVP, eine Siabilisierung 
MeBbereichs des ADPA-Biosensors durch die PVP-Schutz- 40 laBt sich mil dieser Schutzschicht dennoch erreichen. Dies 
schicht. Ohne diese Schutzschicht beobachtet man bei wird auch bei den Sensitivitatsunlersuchungen deutlich 
4 mM Glukose bereits eintrelende Sattigung des Sensorsi- (Abb. 17). 
gnaJs, wohingegen bei geschiitzten Biosensoren diese Kon- 
zentration noch im linearen Bereich des Biosensors erfaBt B) Biosensoren zur Beslimmung der Konzentrationen von 
wird. 45 sequenzspezifischen DNA-Einzclstranafragrnenlen 

(Beispiel 4) 

Beispiel 2 oder von Antigenen in Probenflussi kciten (Beispiel 5) 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste [0042] Mit dem zuvor beschriebenen Sensoraufbau lassen 
Mediator N,N^'J^-Tetrameihyl-Phenylendiamin (TMPD) 50 sich neben Analyten, die durch spezifische Enzyme umge- 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) setzl werden, auch DNA-Einzelstrangfragmenle oder aber 
Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) auch Antigene in Proben- oder Korperflussigkeiten quanlifi- 
Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer zieren. 
einzelnen Schicht enthaltend ein elektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 35 Beispiel 4 
nente (Glukoseoxidase) 

[0039] TMPD-modiOzierte Biosensoren ohne Schutz- Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 

schicht weisen zu Beginn der MeBreihe im zyklischen Vol- Mediator p-Aminodiphenylamin (ADPA) 

tammogramm in glukosefreiem Puffer bei 100 mV einen Enzym: Peroxidase 

Oxidationspeak mit einem Peakstrom von 90 nA (vs. Ag/ 60 Biokomponente: biotinylierte einzelstrangige DNA 

AgCl) auf (Abb. 9). Durch cine PVP-Schutzschicht laBt sich Schutzschicht: Starke 

dieses Signal auf 850 nA verstarken (Abb. 10). Innerhalb Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 

von 46 Tagen reduziert sich die oxidicrbare TMPl>Menge einzelnen Schicht enthallend ein elektronenleitendes Mate- 

der ungeschiitzten Biosensoren urn 57%. Bei TMPD-Bio- rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 

sensoren mit PVP- Schutzschicht hingegen bleibt der Oxida- to nente (DNA-Sonde). 

uonsstrom und danut die oxidicrbare TMPD- Menge in die- |0O43| Die biotinylierte sequenzspezifische DNA-Sonde 

scm Zeitraum nahezu konstant. liegt iiber Avidin in der Reaktionsschicht immobilisicrt vor 

[00401 'JTVIPD zeigt in den zyklischen Voltaininogrammen (Abb. 18). Die zu bestimmende Menge an komplemcnlajem 
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DNA-Strang ist mil Digoxigenin markiert. Nach Hybridisie- 
rung dieses komplementaren DNA-Slranges an den immo- 
bilisierten DNA-Einzelstrang erfolgt der Nachweis nach 
Zugabe eines Anu'-Digoxigenin-Antik6rper-Kohjugates 
(Enzym-Konjugat). Die Peroxidase katalysiert die Reduk- 5 
tion von Wasserstoffperoxid (Substrat des Enzym-Konjuga- 
tes) zu Wasser, wodurcb die Peroxidase oxidiert wird. Die 
Regeneration der Peroxidase erfolgt durch den Mediator 
ADPA, der oxidierte Mediator wird anschlieBend an der Ar- 
beilselektrode bei eiriem Potential von -150 mV (vs. Ag/ 10 
AgCl) wieder reduziert. In der Abb. 19 ist eine Kalibrierge- 
rade fur den Nachweis eines 20mer Oligonukleotids darge- 
stellt. Die Nachweisgrenze liegt bei 80 amol an DNA. 

Beispie!5 15 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
Mediator: p-Aminodiphenylamin (ADPA) . 
Enzym: Peroxidase 

Biokomponente: Fanger-Anlikorper 20 
Schutzschicht: Starke " 
Ausfiihrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus eine 
einzelnen Schicht entbaltend ein elektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
nente (Fanger-Anlikorper), 25 
|0044] Der Fanger-Antikorper liegt entweder direkt im- 
mobilisiert vor oder wird uber zuvor irnmobilisiertes Avidin 
(Abb. 20) auf der Oberflache fixiert. Nach Anbindung des 
Analylen aus der zu untersuchenden Probe an den analyl- 
spezifischen Fanger-Anlikorper erfolgt der Nachweis nach 30 
Zugabe eines zweiten analytspezifischen Antikorper-Per- 
oxidase-Konjugates (Enzym-Konjugat). Die Peroxidase ka- 
talysiert die Reduktion von Hz02 zu H 2 0, wodiirch die Per- 
oxidase oxidiert wird. Die Regeneration der Peroxidase er- 
folgt durch den Mediator ADPA; der oxidierte Mediator 35 
wird an der Arbeitselektrode (bei E = -150 mV vs. Ag/ 
AgCl) wieder reduziert. In der Abb. 21 ist am Bei spiel des 
Inlerleukin-4 eine Kalibriergerade dargestellt. Die Nach- 
weisgrenze liegl bei 200 amol an Intcrleukin-4. 

40 

Patentanspriiche 

1. Einwegbiosensor umfassend ein Tragermaterial (1), 
auf dem elektrische Leiterbahnen (2) sowie ein Elek- 
irodensystem umfassend eine Gegenelektrode (6) und 45 
eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeitselek- 
trode (5) aufgcbracht sind, eine dielektrische Isolator- 
schichl (3), welche das Tragermaterial (J) sowie die 
elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und Aussparun- 
gen fur die Kontaktierung (4) einer Potentiostateinheit 50 
und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie eine 
analyterkennende Biokomponente, dadurch gekenn- 
zeiebnet, dass 

die Reaklionsschicht neben einem eleklronenleitenden 
Material einen leicht sublimiercnden Elektronenlrans- 55 
fcrmediator enthalt und 

das Elektrodensystem von einer polymeren Schutz- 
schicht (8) bedeck! ist. 

2. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Elcklroneninmsfermediator in «) 
der Reaktionsschicht eine Verbindung der Struklur (I) 
ist, 
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in der die Reste R l , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschie- 
den sein konnen und ein Wasserstoffatom, einen Cr 
Cio-AIkylrest, bcvorzugt einen C r C 5 -Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

3. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Elektronentransfermediator 
in der Reaktionsschicht entweder r>Phenylendiamin, 
N^Jsl'^r-Tetramethyi-p-Phenylendiamin (TMPD) 
oder p-Aminodiphenylamin (ADPA) ist. 

4. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Elektrodensystem zusatzlich 
eine Referenzelektrode (7) umfaBt 

5. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Referenzelektrode (7) aus einer 
als wesentliche Bestandteile Silberpartikel, Silberchlo- 
rid und ein leicht losliches Chloridsalz enlhaltenden 
Polymerpaste besteht. 

6: Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Tragermaterial (1) aus Poly- 
carbonate Polyvinylchlorid (PVQ, Polyethylentereph- 
talat (PET), Polypropylen, Polyester oder Polystyrol 
besteht. 

7. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Leiterbahnen (2) aus einer als 
wesentliche Bestandteile Kohlenstoff-, Silber-, Platin- 
oder Goldpartikel enlhaltenden Polymerpaste beste- 
hen. 

8. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Herstellung der Reaktions- 
schicht eine Polymerpaste als elektronenleitendes Ma- 
terial verwendet worden ist, die als wesentliche Be- 
standteile Kohlenstoff-, Plalin-, Palladium-, Rhodium- 
oder Goldpartikel enthalt. 

9. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Gegenelektrode (6) aus einer 
als wesentliche Bestandteile Silberpartikel, Silberchlo- 
rid und ein leicht losliches Silbersalz enlhaltenden Po- 
lymerpaste besteht. 

10. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die hydrophile, polymere 
Schutzschicht (8) im wesentlichen aus einem Hydrogel 
aus Poiyvinylpyrrolidon (PVP), Polyelhylenoxid 
(PEO), Starke oder Gelatine besteht. 

11. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass uber dem Elektrodensy- 
stem ein Kunslsloffgewebe (9) lokalisiert ist, welches 
mil einem die polymere Schutzschicht (8) bedeckenden 
Tape (10) uber den Eleklroden fixiert ist, wobei das 
Tape (10) eine Ausspaning zur Aufnahme einer Eliis- 
sigkeil aufweist. 

12. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 1 r dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Kunslsloffgewebe (9) aus ei- 
nem Polyelhylen-, Polypropylen- oder Polyamidnctz 
bestehL 

13. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Tape (10) aus einer einseitig 
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klebenden Polyester-, PVC- oder Papierklebefolie be- 
stehL 

14. Einwegbiosensor gemaB Anspmch 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet, dass die analyterkennende Bio- 
komponente ein Enzym ist. 5 

15. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Enzym eine Oxidoreduktase, 
eine Dehydrogenase, eine fl-Galaktosidase oder eine 
alkalische Phosphatase ist 

16. Einwegbiosensor. gemaB Anspruch 14 bis 15, da- 10 
durch gekennzeichnet, dass das Enzym entweder Glu- 
koseoxidase (GOD), Laktatoxidase (LOD), Uricase, 

. Ascorbatoxidase, Ethanoloxidase, Cholesteroloxidase 
oder Peroxidase (POD) ist 

17. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 13, da- 15 
' durch gekennzeichnet, dass die analyterkennende Bio- 

komponente ein DNA-Molekul, ein Fanger-Antikorper 
oder ein Rezeptor ist. 

1 8. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 . bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschichl aus 20 
einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste, den leicht sublimierenden Media- 
tor sowie die analyterkennende Biokomponente gebil- 
det wird. 

19. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 25 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste und den leicht subb'mierenden Me- 
diator gebildet wird und dass die analyterkennende 
Biokomponente in der polymeren Schutzschichl (8) lo- 30 
kalisiertist 

20. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet dass die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten besteht wobei die erste Schicht eine 
elektronenleitende Polymerpaste sowie einen leicht 35 
sublimierenden Mediator enlhalt und von einer zwei- 
len, bydropbilen polymeren Dcckschicht bedeckt ist, . 
die als Trager der analy ter ken nenden Biokomponente 
fungiert 

21. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 40 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
zwei Scbichten besteht wobei die erste Schicht aus der 
elektronenleilenden Polymerpaste gebildet wird und 
von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht 
bedeckt ist, die als Trager der analyterkennenden Bio- 45 
komponente und des leicht sublimierenden Mediators 
fungiert. 

22. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet dass die Reaktionsschichl aus 
zwei Schichten besteht wobei die erste Schicht aus der 50 
elektronenleilenden Polymerpaste gebildet wird und 
von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht 
bedeckt ist die als Trager des leicht sublimierenden 
Mediators fungiert und dass die analyterkennende Bio- 
komponente in der polymeren Schutzschicht (8) lokali- 55 
siert ist. 

23. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 20 bis 22, da- 
durch gekennzeichnet, dass die hydrophile polymere 
Dcckschicht im wesenlbchen aus einern Hydrogel aus 
Polyvinylpyrrolidon CPVP), Polyethylenoxid (PEO), 60 
Starke oder Gelatine besteht. 

24. Verfahrcn zur Bcstimmung eines Analyten in einer 
fliissigen Probe unter Verwendung des Biosensors ge- 
maB Anspmch 14, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
flussige Probe auf das Klek node nsy stern des Biosen- 65 
sors gebracht wird und anschlicBend iiber eine Potcn- 
lioslateinheit, mil der ein denniertes MeBpotcniial vor- 
gegcben wird, der zur Analyikonzentralion proportio- 



nate Strom, welcher das MeBsignal des Biosensors dar- 
stellt, bestimmt wird. 

25. Verfahren zurBestimmung eines Analyten in einer 
fliissigen Probe unter Verwendung des Biosensors ge- 
maB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet dass eine 
flussige Probe, welche eine sequenzspezifische DNA, 
ein Antigen oder einen Ligariden enlhalt, auf das Elek- 
trodensyslem des Biosensors gebracht wird, danach der 
Sensor mil einer Pufferlosung grundlich gewaschen 
wird, anschlieBend die Elektroden zunachst mil einer 
Losung enthaltend ein Enzym-Konjugat welches die 
sequenzspezifische DNA, das Antigen oder den Ligan- 
den erkennt, und nach erneutem Waschen mit einer Lo- 
sung enthaltend ein Substrat bedeckt werden und 
schlieBlich iiber eine Potentiostateinheit mit der ein 
definiertes MeBpotenual vorgegeben wird, der zur 
DNA-Konzentration, zur Antigen-Konzentration oder 
zur Ligand-Konzentration proportionale Strom, wel- 
cher das MeBsignal des Biosensors. darstellt, beslimml 
wird. 

26. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungeri als Elektronentransfermediatoren eines elek- 
trochemischen Sensors zur Uberfuhrung von Elektro- 
nen von einem Enzym zu einem elektronenleilenden 
Material, wobei sich die Verbindung in einer sogenann- 
ten Reaktionsschicht befindet. 

27. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Elektronentransfermediatoren gemaB An- 
spruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Verbin- 
dung eine Struktur gemaB der Formel (1) aufweist 



(i) 




in der die Resle R\ R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschie- 
den sein konnen und ein Wasserstoffatom,. einen C\- 
Cio-Alkylrest, bevorzugt einen C, -C 5 -Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

28. Verwendung von leicht sublimierenden Verbis 
dungen als Elektronentransfermediatoren gemaB An- 
spruch 26 und 27, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei der Verbindung urn p-Pheny!endiamin, Nj^^^N'- 
Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) oder p-Ami- 
nodiphenylamin (ADPA) bandelt. 

29. Verwendung eines Einwegbiosensors gemaB 1 bis 
23 zur Bestimmung von Anal ytkonzentral ion in einer 
synthelischen Losung, in einer Nahr losung oder in ei- 
ner Korperfliissigkeit wie etwa Blui, Blutplasma, Blui- 
serum oder Urin. 

30. Verwendung eines Einwegbiosensors gemaB An- 
spruch I bis 23, dadurch gekennzeichnet, das der Ana- 
lyt Glukose, Laktat, Harnsiiure, Ascorbat Ethanol, 
Cholesterol- oder \Vasscrstoffpero*id ist. 
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Abbildung3: CV der ADPA^modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: L Tag ; b: 8. Tag ; c: 17. Tag ; d: 54. Tag 
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Abbildung 4: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; qa-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildimg5: CVder ADPA-moc^ 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Gltikoselosung, 
(pH 7.4; qciukose): 15 mM, c^y. 154 mM), v = 50 mV/s 
a: l.Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 6: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PW-SchutzscMcbt, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; 0(01^: 15 mM, c^: 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 7; Sensitivitat von ADPA-modifizierteB Glukosebiosensoren ohne Schulzschicht 
in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 8: Sensitivitat von ADPA-rnodifizierten Glukosebiosensoren mit PVP- 
Schutzscliicht in Abhangigkeit des SensoraJters 
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Abbildung9: CV der TMPD-mo^ifizieTten Glukosebiosensoien ohne Schutzschicht, . 
gemessen an unterschiedBcben Tagen,in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(cr) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: L Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 10:CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoien mit PVP-Scbutzschicbt, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; qcr) 154 mM), y = 50 mV/s 
a: L Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 11; CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschictit, 
gemessen an unterscbiedHchen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; c (G iuJcDst): 15 mM, C(a->: 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1; Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 12: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicbt, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepuffeiter Glukoselosung, 
(pH 7:4 ; qobkosc)- 15 mM, c^cr): 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 13:Sensitivitat von TMPD-modifizierten Glukosebiosensorcn ohne Schutzschicht 
in Abhangi^eit des Sensoralters 
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Abbildung 14:Sensitivitat von TMPD-modifLaerten Glukosebiosensoren mit PVP- 
Schutzschicht in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 15:CV der TMPD-modifizierten Gluiosebiosensoren mit Starke-SchuCzschidit, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; ^ 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 16:GV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit Starke-Schutzschicbt, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; qG,^): 15 mM, c^y: 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1 . Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbilduug 18: Immobilisierung der einzelstiangigen DNA als analytexkennendes Element 
uber Avidin auf der Arbeitselektrode 



101 640/114 



ZEICHNUNGEN SEJTE 10 



Nummei: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE10032 042A1 
G 01 N 27/327 
24. Januar 2002 



-900 -I 








-800- 










-700 : 
5" -600- 


y= 


-134,33x- 32.143 
# = 0,9901 






• Strom [r 


• 


< 




■200'- 










-100- 










0< 








- ■ i i r m, r -r- l — ■ 



0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 



komplementare DNA[fmol] 

Abbildung 19: Kalibriergerade eines 20mer Oligonukleotids 
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Abbildung 20: Immobitisierung des Fanger- Anlikorpers als analyteikennendes Element fiber 
Avidin auf der Aibeitselektiode 
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AbbiJdung21: Kalibriergerade von Interleukin-4 
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